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緒言
両性花 を持つ多くの植物では、自家受精を防ぐために自家不和合性 という
自己非 自己の認識機構を備えている。自家不和合性 とは、自己の花粉が柱頭
に付着 して も花粉管の伸長が抑制され自家受精 しない性質のことであり、ア
ブラナ科植物では1遺伝子座の5複対立遺伝子によって説明される。現在まで
の研究か ら、この5遺伝子座(複数の遺伝子が座乗していることか ら瀬 合遺
伝子座 とも呼ばれる)には3ZO(510cusglycoprotein)と5Rκ(&receptorkinase)が
座乗 していることが分かってお り、これ らの遺伝子は柱頭側の自家不和合性
の認識特異性を支配していると考えられている。自家不和合性が花粉 と柱頭
の間の相互作用であることか ら、花粉側の認識特異性を決定する遺伝子(花
粉側5遺伝子)も3遺伝子座上に存在していると推測されるが、現在までのと
ころ同定されていない。 この花粉側5遺伝子を単離するための1つのアプロー
チとして、5遺伝子座のゲ ノム構造 を明 らかにすることは重要な課題のひと
つである。本研究では、魚ヨ58fc3α澗ρθ5厩5(syn.凋pa)59系統 を材料に用い、5
遺伝子座及び5多重遺伝子族についてゲノム構造を解析した。
第一章 自家不和合性関連遺伝子5Z,σ9,5R1(9のゲノムクローン及びその他
の5多重遺伝子族の単離
且 α遡ρθ5㎡559ホモ 系 統1個 体 の葉 か らの λフ ァー ジゲ ノム ライ ブ ラ リー を
作 製 し、5:LOgcDNAをプ ロー ブ に用 い て 、39万ク ロー ンを ス ク リー ニ ング し
た 結 果 、5LO9とハ イ ブ リダイ ズす る領 域 を持 つ28の独 立 した ク ロー ン を単
離 した 。 これ らの制 限 酵 素 地 図 を作 製 した と こ ろ、12の独 立 した ゲ ノム領 域
(groupI～groupXII)をカバ ー して い た(Fig.1一り。groupI～VI及びgroupXI
は5RK様 遺 伝 子 を含 んで お り、そ の他 は5Zθ様 遺 伝子 を含 ん で い た 。詳 細 な
制 限 酵 素 地 図 をcDNAと比較 した と こ ろ、groupXIが5RK9、groupXIIが5LO9
をそ れ ぞ れ含 ん で い る こ とが 分 か っ た 。 以 上 の結 果 か ら、Eca即 θ5伽のゲ
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ノムにおいて、5Lα5RKとそれに類似 した遺伝子群が多重遺伝子族 を形成
していることが明 らかとなった。
第 二 章5:Lθ9,5R1(9のゲ ノ ム構 造 解 析
5ZO9や5RK9のゲ ノム ク ロー ン の塩 基 配 列 を 、 プ ロモ ー ター と タ ンパ ク質
コーデ ィ ング領 域 を含 む 全 長 につ いて 決 定 した 。5Lθ9と5RK9め塩 基 配 列
は 、 タ ンパ ク質 コー デ ィ ン グ領 域 にお いて 、ATGか ら下 流989bp(Sドメイ ン
部 分 の57側4分の3)まで 完 全 に一 致 して い る他 、 プ ロモ ー タ ー部 分 も、ATGか
ら上 流1407bpまで 完 全 に 一 致 して いた(Fig.2-1)。更 に上 流 は 、 、∬,o側で
1319bpの特 異 的 な 配 列 が 存 在 して いる もの の、474bpの∬ θ9と∬～1ζ9が完 全 に
一 致 して いる領 域 が 続 いて お り、 全 部 で2.9kbの領 域 に渡 っ て3ZO9と5:RK9の
塩 基 配列 が100%一致 して い た(Fig.2-1)。1319bpのεLG9特異 的 な 配 列 が 、
5Zσ9にお い て挿 入 され た のか 、5RK9にお いて 欠 失 した のか は不 明 で あ る
が 、 ∬09と ∬11(9の問 で プ ロモ ー ター 領 域 を含 む遺 伝 子 変 換(geneconversion)
が起 こっ た と推 測 され る。
5:R1(9の第1イ ン トロ ン に は、 他 のハ プ ロタ イ プ の5:RKに保 存 され て い るin一
倉amestopcodonが存 在 して いた 。 また 、5Zθ9と31R1(9のプ ロモ ー ター 部 分 に
は 、3ZO,5R瓦∬R1な どの プ ロモ ー ター に保 存 され て い るBoxI～Vのエ レ
メ ン トが 存 在 して い た が 、BoxIIIにつ いて は11bp中3'側の7bpが欠 失 して い
た 。
第 三 章5:Lθ9,51RK9の形 質 転 換 タバ コ にお け る発 現
3Lθ9や5RK9のゲノムクローンをpBIN19ベクターにサブクローニングした
コンス トラク ト(Fig.3-1)をタバコにそれぞれ独立 に遺伝子導入した。その結
果、形質転換体が、3Lσ9を導入 したものについて24個体、5:R!ζ9を導入 した
ものについて22個体得 られた。そのうちの代表をサザ ンプロッ ト分析で遺伝
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子 の導 入 を確 か め た後 、 ノー ザ ン プ ロ ッ ト分 析 に よ り導 入 遺 伝 子 の発 現 を調
べ た(Fig.3-2)。5zO9導入個 体 にお いて は 、1.4kbの予 想 通 りの転 写 産 物 が柱
頭 と花 柱 にお い て検 出 され た 。5LOは形 質 転 換 タ バ コ にお いて 花 柱 で 柱 頭 よ
り強 く発 現 した 。一・方 、51～K9導入個 体 で は 、1.4kb,2.5kb,2.8kbの3つの転 写
産 物 が 、少 な い なが らも柱 頭 と花 柱 で 認 め られ た 。1.4kbの転 写産 物 は 、 カ
イ ネー ス ドメ イ ン領 域 の プ ロー ブ とはハ イ ブ リダ イ ズ しな い こ とか ら、Sド
メイ ン部 分 のみ を含 ん で い る と考 え られ 、第1イ ン トロ ン中 のin一廿amestop
codonを用 い た翻 訳 が な され るaltemativetranscriptだと推 測 され る 。伽 ∬∫cヨで
は、 この様 な5RKの転 写産 物 は∬ σの転 写 産 物 と重 な って しま うた め従 来 見
出 す こ とが 出来 な か っ た が 、 形 質 転 換 タバ コ を用 いて そ の存 在 を簡 便 に示 す
こ とが 出 来 た 。 また 、5R1(のプ ロモ ー ター も形 質 転 換 タ バ コ の花 柱 で 発 現 誘
導 す る ことが 分 か っ た 。
第四章5遺 伝子座と連鎖した3多重遺伝子族の解析
第一章において、単離 した5多重遺伝子族のうち、groupI領域では5RK様
遺伝子が2つ並んでいることが推測できたが、塩基配列の決定などか らgroup
IとgroupIVの領域が重なることが分か り、1つの領域に3つの5多重遺伝子族
が並んで存在 していることが明 らかになった(Fig.4-1)。それらのうちの1つ
(BcRK1)は機能的な レセプターカイネースをコー ドしている5RK様遺伝子で
あったが、残 りの3RK様遺伝子(BcRL1)と∬0様 遺伝子(Bc8L1)は、それぞれ
タンパク質コーディング領域に塩基の欠失が認められ、その結果frameshiftを
起 こした偽遺伝子であると考えられた。βc1～K1の塩基配列はA励fd(1ρ廊 の
ARK1と最 も相同性が高 く、発現パター ン(Fig.4-2)やプロモーター配列 も
ARK1と類似 していた。 この3つの5多重遺伝子族が座乗 しているgroupI/rv
領域は、RFLP分析によって5遺伝子座 と連鎖 していることが明らか とな り
(Fig.4-3)、パルスフィール ド電気泳動(PFGE)を用いたサザ ンプロット分析に
よ り、∬ θ9や5RK9から610kb以内の位置に連鎖 して存在 していることが確か
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め られ た(Fig.4-4)。この様 に 、且ca卯 θ5眺59系統 に お い て 、3つ の5類 似 遺
伝 子 と5LO,5RKが5多重 遺 伝 子 族 の ク ラ ス タ ー を 形 成 して い る こ とが 明 らか
にな った 。
第五章5遺 伝子座 を含む約80kbのゲノム断片のクローニング
59系統 の高 分 子 量 ゲ ノムDNAをM1α1で消 化 し、PFGE・プ ロ ツテ イ ン グ
後 、 飢09プ ロー ブや5Rκ9のカ イ ネ ー ス ドメイ ン領 域 の プ ロー ブ とハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る と、 いず れ も約80kbのシ ン グル バ ン ドが 得 られ た(Fig.5-1)。この
こ とは 、 この 約80kbのルπロ1断片 が3乙σ9と5RK9の両 方 を含 ん で い る こ とを示
して い る 。そ こで 、 このMZ召1断片 をP1ファー ジ 由来 人 工 染 色 体(P1-derived
A亘遁cialChromosome;PAC)ベク ター に ク ロー ニ ン グす る こと を試 み た(Fig.5-
2)。59系統 の 高分 子 量 ゲ ノムDNAを 溜 α1で消 化 し、低 融 点 ア ガ ロー ス を用 い
た フ ィー ル ドイ ンバ ー ジ ョ ン電 気 泳 動(FIGE)を行 っ た 。 そ の後 、80kb付近 の
ゲ ル を切 り出 し、 ア ガ ラー ゼ(Agarase)処理 に よ りゲ ル か ら抽 出 し、pUC-link
を はず してB∬HII処理 を したPACベ ク ター と ライ ゲ ー シ ョ ン した 。 大 腸 菌 に
形 質 転 換 後 、得 られ た914クロー ン を5Lθ9をプ ロー ブ と した コ ロニ ー ハ イ ブ
リダイ ゼ ー シ ョ ンや 、5LO9と5RK9に特 異 的 な プ ライ マ ー を用 い たPCRに よ
り選 抜 した と ころ 、1ポ ジテ ィ ブ ク ロー ン(E89)を得 た。
E89クロー ンが 確 か に5Lσ9と3RK9の両 者 を含 んで い るか を確 か め るた め
にサ ザ ン プ ロ ッ ト分 析 を行 った 結 果 、59系統 のゲ ノム を試 料 と した とき と同
じ場 所 に5Lθ9と5RK9のバ ン ドが 確 認 され 、 目的 の領 域 を ク ロー ニ ン グ した
ことが 確 認 され た 。 この様 に して 、従 来 困 難 だ とされ て き た5遺 伝 子 座 を人
工 染 色体 ベ ク ター に ク ロー ニ ン グす る と い う課 題 にっ いて 、世 界 で 初 め て 成
功 した 。
第六章5遺 伝子座を含む76kb断片の遺伝子地図と全塩基配列
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5LG9と3RK9の両 者 を含 む76kbのE89クロー ンの 制 限 酵 素 地 図 を作 製 した
(Fig.6-1)。そ の結 果 、5LO9はB89のイ ンサ ー トの ほ ぼ真 ん 中 に存 在 し、 ∬09
の13kb上流 に5RK9が存 在 して い る こ とが 明 らか にな った 。 この領 域 に存 在
し莉 や雌 しべ で 発 現 して い る遺 伝 子 を こ の地 図上 に位 置 づ け た と ころ 、 少 な
く と も14の遺 伝 子 が76kbの領 域 内 に存 在 して い る ことが 分 か った(Fig.6-1A,
.Table6-1)。この こ とか ら遺 伝子 密 度 は平 均 して5!喜kbあた り1遺伝 子 存 在 す る
計算 にな り、5遺 伝 子 座 の 存 在 して い る領 域 は 、遺 伝 子 密 度 が 高 い と言 え
る 。E89上の遺 伝 子 の うち 、SLGと結 合 す る こ とで 知 られ るPCP-A1と似 た シ
ス テ イ ン リ ッチ な 小 さな タ ンパ ク質 を コー ドす る5P刀は、 ∬ ～K9のす ぐ下 流
に存 在 して い た 。E89クロー ンの 全:塩基 配 列 を決 定 した と ころ 、76,025bpで
あ っ た。 平 均 のGC含 量 は32.6%で、 遺 伝 子(exon)の存 在 して い る領 域 はGC含
量 が 約40%以上 の と ころ に多 く分 布 して い た(Fig.6-1B)。E89の領 域 に は レ ト
ロ トラ ンス ポ ゾ ン様 の配 列 は見 られ な か った が 、DNA型 トラ ンス ポ ゾ ン様 の
配 列 が 、5Lσ9の下 流 に8kbに渡 っ て認 め られ た(Fig.6-1A)。
結語
Eca仰θ5滅5において、5Lσ,3RKとその類似遺伝子群が3多重遺伝子族 を
形成 していることを明 らかにした。5LO9と5RK9の塩基配列は、Sドメイン
部分のみな らずプロモーター部分において も一致 してお り、geneconversion
が起 こっている可能性 を示唆した。また、5遺伝子座 と密接に連鎖 している
∬～K類似遺伝子が存在 していることを示 した。
Rα遡ρθ5眺の59ハプロタイプにおいて、5LO9と51RK9を含む76kbのMZα1断
片 をPACベクターにクローニングし、その領域の全塩基配列を決定 した。
5:Lθ9と5RK9の間の物理的距離は約13kbであり、それ らの近傍には少なくと
も12の遺伝子が存在 していた。それ らの遺伝子のなかに、システイ ンリッチ
な小さなタンパク質をコー ドする5ア刀など花粉側5遺伝子の候補 と考えられ
るものが見出された。
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Fig.1-1Restrictionmapsofthe12groupsofclonesthatcontainedSLG-homologousregionsofthegenomic
DNAfromtheSghomozygoteofBrassicacampestris.Barsbelowthemapsshowtheregionsincludedin
independentlambdacIones,andnamesofclonesareshownontberightsideofthebars.Therestrictionsltes
indicatedareasfollows:B,BamHI;E,EcoRI;andS,Sacl.Filledboxes,openboxesandhatchedboxes
representtheregionsthathybridizedwiththeSLGcDNA,withtheO.7-kbEcoRIfragmentcorrespondingto
thekinasedomainoftheSRICgcDNA(SRK9-KDprobe),andwithbothprobes,respectively.Alternative
ambiguousrestrictionsitesaredenotedbyquestionmarks.GroupsXIandXIIcorrespondtoSRIC`'andSLGy,
respectively.
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Fig.2-1Schematicstructuresofgenomicclonesof翫σgand3Rκ9.Thickboxesindicatetheproteincoding
region,andthinboxesrepresentthenon-codingregion.Dark-shadedboxescorrespondtotheregionwherethe
sequencesofSLGgandSRICgwerecompletelyidentical.TherearenointronsintheSLGggene.TheSRK`'gene
consistsof7exons;exonlistheregioncorrespondingtotheSdomainwithsignalpeptide,exon2contains
thetransmembrane(TM)domainandtheremainingsexonscontainthekinasedomain.Translational
initiationandterminationcolonsareindicatedbyATGandTAA,respectively.Thenumbersneartheboxes
representnucleotidepositionrelativetotheATGinitiationcodon.Therestrictionsitesindicatedareas
follows:B,BamHI;E,EcoRI;H,Hindlll;S,Sacl.
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Fig.3・2RNAgelblotanalysisofan3乙G乳ca噸ngtobaccoplantandof∫RK9-carr}δngtobaccoplants.
TotalRNAsfromstigmas(Sg),styles(Sy}andanthers(An)oftheplanttransformedwithpBIN-SLG9
(G17),thetwoplantstransformedwithpB-N-SRK9(K2,K10)andanuntransformedcontrolplant(C)
wereloadedandallowedtohybridizewithadigoxigenin-labeledSLGgcDNAprobe(A).Additionally,
totalRNAfromstyles(Sy)andanthers(An)ofoneoftheplantstransformedwithpB-N-SRK9(K2)was
loadedandallowedtohybridizewithadigoxigenin-labeledSRKｰ一KDprobe(B).Filledcircles,open
squares,andafilledtriangleindicatethe2.8-kbfull-length,2.5-kbtruncated,and1.4-kbtruncated
transcriptsofSRI,respectively.
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Fig.4-2ExpressionofBcRK1,BcRLIandBcSL1.Poly
(A)+RNAwase)¢racted廿omIeaves(L),flowerbuds(F),
stigmas(S)andanthers(A)oftheSghaplotype.Reverse
transcriptasePCRfdlowedbyDNAgelblotanalysiswas
performedwithspecificprimersandprobes.The
fragmentamplifiedfromgenomicDNA(G)isindicatedin
thecaseofBcRKIandBcRLI(a).Reversetranscriptase
reactionwascarriedoutinthepresence(+)orabsence(一)
ofreversetranscriptaseenzymeinthecaseofBcSLI(b).
Thetubulingenewasamplifiedasacontrol.Expression
ofthetubulingenewasweakerinleavesthaninother
organs.
P F2
59S8F嘩1269101316嘩723272829
?
?
,,,.15kb、
壌1kb
88HgHH8HH88H988
Fig・4・3RFLPanalysisofF2plantssegregatingfbrthe38and3ghaplotypesGenomlcDNAiso豆atedffomthe
parents(P),Fland12F2plantswasdigestedwith伍ηdlII,andanalyzedbyblothybridizatlonwiththel.4-kb
BamHUSaclfragmentbetweenBcRKIandBcRLI(probeD).Phenotypedeterminedbypollinationassayisshown
beloweachIaneasfollows:8,38homozygote;9,便homozygote;H,38∬heterozygote・
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Fig.4-4GenomicPFGEblotanalysis.HighmoleculargenomicDNAisdatedfromaB.campestrisSg
haplotypewasdigestedwithBlnl,SmalandNotl,andseparatedonaCHEFgel.Blottedmembranewas
hybridizedwithSLGgprobe(S),SRIC9-KDprobe(K)andprobeD(D).Sizesofthemolecularweight
markerappeartotheleft.
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Fig.5-1GenomicPFGEblotanalysis.
HighmoleculargenomicDNAisolated
fromanSghaplotypewasdigestedwith
MlulandsubjectedtoPFGE.Blotted
membranewashybridizedwiththe
digoxigenin-labeledSLGgprobe(S)or
SRK`'一KDprobe(K).
Fig.5-2StrategyfordirectcloningoftheMlul-fragment
containingbothSLGgandSRI'.
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Fig.6-1MapoftheSlocusofaBrassicacampestris.Sghaplotype.(A)RestrictionmapsoftheE89clone.
Verticalbarsonthemapsind童catepositionsof5掬Isites.Stripedboxesatbothsidesofthemapsshowthe
regionsofthePACvector.FilledboxesthedenotespositionofgenesontheE89clone,andhorizontalarrows
abovethegenesshowthedirectionsofthem.ThreelongORFs(a,bandc)andDNA-transposon-likesequence
arerepresentedbyopenboxeswith"a","b","c",or"Transposon".Opencirclesshowthepositionsofthebox
elementswhichareconservedintheSLGandSRKpromoters.(B)G+Ccontents(%)oftheE89region.Average
spanforcalculationis500bp.Adottedlineindicatethe40%G+Ccontents.TheG+CpoorregionintheSRI`'
genecorrespondstothefirstandsecondintrons.
Table6-1Characteristicsofthe14geneslocatedintheE89region.
Gene Lengths Codingproteinfeature
SPl
SP2
SP3
SP4
SPS
SP6
SP7
SP8
SPIO
SPll
SLCy
SRIC`'
SAEI
SLL2
866b
1125
924b
1402
1438b
ND
360b
824b
ND
488
1403
2692b
1013
2078
None
Clpprotease
None
None
J-domainprotein
DNAligase
Anti-silencingprotein(ASF1)一like
None
None
Pollencoatprotein-likecysteine-richprotein
Secretedglycoprotein
Receptorkinase
None
None
aLength{bp)ofthelongestcDNAcloneobtained.N indicates hatthesequenceofthecDNAhas
notyetcompletelydetermined.
bNotfull-lengh(putativeATGcodonisnotintheseclones).
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論 文 審 査 結 果 要 旨
自家不和合性の分子機構は,ア ブ ラナ科植物で柱頭側のS遺 伝子 に特異的な糖 タンパク質が見いださ
れたことに よりアブ ラナ科植物 をは じめ多 くの植物種で解明が進 んだ。 アブラナ 科植物 では,分 泌型 の
S糖 タンパ ク質(SLG)と膜結合型のSレ セプ ターキナーゼ(SRK)が,花粉側のS遺 伝子 に特異 的な分
子(花 粉 リガン ド)と 結合す るこ とによ り自己認識が起 こ り,花 粉発芽や花粉管伸長 の阻害が引 き起 こ
される と考 えられているが,花 粉 リガン ドの実体 は明 らか となってい ない。花粉 リガ ン ドを明 らかにす
るためには,SLσ やSRK遺 伝子 を含 む8複 合遺伝子座の構造 解析 は最 も有効 なアプローチ といえる。
本研究では,ま ず,S多 重遺伝子族の単 離 と解析 を行 った。 、8rα88'oαoα即 θ8癖8(syn.君¢ρα)の89ホ
モ個体のゲ ノムDNAか らλファージライブラリー を作成 し,12のゲノム領域 に由来するSLσ やSRK
と相 同の クロー ンを単離 した。 この うちの1つ がSLG9であ り,1つ がSE控 であった。制限酵素地図
の作成 によ り,ご く近接 して3つ の8多 重遺伝子族が存在 しているこ とが分か り,こ れらがSLσ9や
SR炉 か ら610kb以内の位置 にあるこ とを見 いだ した。3つ のうち1つ は機能的な レセプターキナーゼ
をコー ドしてお り;シ ロイヌナズナのARKと 相同性が高か った。SLσやSRKと 相同の遺伝子 がS複合
遺伝子座 に連鎖 しているあるいはその なかに存在す るこ とを初 めて明 らか に した。
8LG!9と㎝ 炉 のゲノムクローンの塩 基配列 を決定 した ところ,両 者は翻訳開始 コ ドンか ら下流989bp
まで完全 に一致する と共 に,プ ロモーター部分 もATGか ら上流1407bpが一致 した。 この ことは,両 者
の間で遺伝子変換が起 こった ことを強 く示唆す る ものである。これ らの遺伝子 をタバ コに導入 し,タ バ
コの柱頭 と花柱で特異的 に遺伝子発現す るこ とを見いだす と共 に,SRKが 完全長の転写産物 と同時に
Sドメ インのみを含 むmRNAも 作 ることを明 らかに した。
SLσ9とSRK9の76kbのDNA断片 をPACベ クターでクローニングし,全 塩基配列 を決定 した。 こ
の領域に存在する繭や雌 しべで発現す る遺伝子 を位置づ け,少 な くとも14の遺伝子が座乗す ることを明
らか にした。8複合遺伝子座 の遺伝子密度 は,βrα88'oαで推測 される平均遺伝子密度 よ り高い もの と考
えられた。14の遺伝子 の うち,8RK9のす ぐ下流 に存在す るSP11は,SLGと 結 合す るこ とが報告 さ
れているPCP-Alと似 たシステインリッチな小 さな塩基性 タンパ ク質 をコー ドしてお り,花 粉 リガン ド
の有力な候補 と考 え られた。
以上の ように,本 研 究はBrα88`cαcα醇pεs薦8のs多重遺伝子族 のうちs複 合遺伝子座 に連鎖 した遺
伝子の構造 を明 らか に し,か つ,SLGと8RKを 含 む8複 合遺伝子座の76kbの塩基配列 を決定 し,花
粉 の自己認識特異性 を決め る遺伝子 と して極 めて有力 な候補 を新 たに見いだ した ものである。 よって審
査員 一同 は本論文は博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る内容であ ると判定 した。
一48一
